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1 绵羊 瘤胃 细菌 、 原 虫 和 蛋白 质 分 解 代谢 相关 酶 活力 及 谷 氨 酸 脱 氢 酶 体系 的 米 氏 常数 值 
2 能 文秀 EPH WHERE + EH OK AAE 
3 新疆 农 业 大 学 ， 新 疆 肉 乳 用 草食 动物 营养 重点 实验 室 ， 乌 鲁 木 齐 830052) 


4 摘 要 : 本 试验 则 在 研究 绵羊 瘤胃 细菌 、 原 虫 蛋 白质 分 解 代 谢 相 关 酶 活力 及 谷 氨 酸 脱氧 酶 体 
5 ARARE (Km) 值 ， 为 解释 绵羊 瘤胃 蛋白 质 分 解 代 谢 特 征 提供 酶 学 依据 。 
6 ， 选用 6 只 1 岁 左右 安装 永久 性 瘤胃 瘘管 的 中 国美 利 妈 (新 疆 型 ) 绢 羊 [平均 体重 为 (32.00+1.36 ) 


细菌 、 原 


7 


7 ”kg]， 饲 喂 精 粗 比 为 30:70 WTA, PRR TAM AT CO) FTG 1.5、3.0、6.0、9.0、12.0 
8 “”h 6 个 时 间 点 的 瘤胃 液 ， 重 复 采 集 3 次 。 分 离 和 制备 名 
9 ” 力 及 谷 氨 酸 脱 氧 酶 体系 的 Kw 值 。 结 果 显示 : D 绵羊 瘤胃 细菌 、 原 虫 破 碎 液 中 蛋白 酶 、 谷 
10 ，” 丙 转 氨 酶 、 谷 草 转氨酶 和 谷 氨 酸 脱氧 酶 的 活力 随 饲 喂 时 间 的 延长 均 呈 现 先 升 高 后 降低 的 动态 
11 ”变化 规律 ， 总 体 在 饲 喂 后 1.5 h 达到 峰值 ， 谷 氨 酸 和 氨 含 量 也 呈现 相似 的 变化 规律 。 原 虫 破 
12 碎 液 中 参与 蛋白 质 分 解 代 谢 的 这 4 种 酶 的 活力 在 各 时 间 点 均 极 显 著 高 于 细菌 〈P<0.01)。2) 


、 原 虫 破 碎 液 ， 分 别 测定 相关 酶 活 


Ea 


13 ”原虫 破碎 液 谷 氨 酸 含量 极 显 著 高 于 细菌 (P<0.01); 原虫 破碎 液 氨 含量 在 1.5、6.0、9.0 和 12.0 


区 


14 h 显著 或 极 显著 高 于 细菌 (P<0.05 或 P<0.01). 3) 绵羊 瘤胃 细菌 、 原 虫 谷 氨 酸 脱 氨 酶 对 类 


15 EHC HR ZER (NAD) 的 Kn 值 分 别 为 2.60x107、1.48x107 mol/L; ME. HERA 


原虫 谷 氨 酸 脱氧 酶 对 


16 ” 酸 脱 氧 酶 对 谷 氨 酸 的 Kn, 值 分 别 为 8.41x106, 4.91x10 mol/L; 细菌 、 


w 


En 


17 RAP Hg FR ER (NADH) 的 Km (2 GIA 3.80x108, 2.70x108 mol/L; 4H 


18 ”原虫 谷 氨 酸 脱氧 酶 对 oa- 酮 上 戊 二 酸 的 Km 值 分 别 为 1.16x10-5、2.07x10-6 mol/L; 细菌 、 原 虫 谷 


Q 19 ARAN Km 值 分 别 为 2.97x105、1.40x105 mol/L. RIER, MAE, mA E 
20 细菌、 原虫 中 和 蛋白酶 、 谷 氨 酸 脱氧 酶 、 谷 丙 转 氮 酶 、 谷 草 转氨酶 的 活力 在 饲 喂 后 1.5 h 达到 
21 ”峰值 , 之 后 逐渐 降低 ; 绵羊 瘤 骨 原虫 中 和 蛋白酶 、 谷 丙 转氨酶 、 谷 草 转氨酶 和 谷 氮 酸 脱氧 酶 的 
22 ”活力 均 极 显著 高 于 细菌 , 原虫 中 蛋白 质 分 解 代谢 更 旺盛 ; 瘤 角 原虫 中 不 仅 存 在 谷 氨 酸 转 氨 机 
制 ， 还 可 能 存在 利用 氨 重 新 合成 氨基 酸 的 机 制 。 
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关键 词 : JOR; Aa; 原 


中 图 分 类 号 : $826 


研究 瘤胃 内 微生物 对 饲料 蛋白 质 的 降解 和 利用 机 秆 


E: 蛋白 质 分 解 代谢 ， 酶 活力 ; Km {il 


上 是 调控 反刍 动物 瘤 骨 氮 代 谢 的 基础 。 


阐明 和 悍 白 质 在 瘤 骨 原 虫 和 细菌 中 的 降解 与 脱 氨 的 机 制 是 实现 瘤胃 蛋白 质 代 谢 调控 的 前 提 。 蛋 
白质 是 反刍 动物 饲 粮 的 最 主要 毛 源 由 ,反刍 动物 氮 利 用 率 低 的 一 个 重要 原因 是 饲 粮 蛋 白质 在 


yea 


胃 内 被 大 量 降解 


lf 的 过 程 中 造成 显著 的 氮 浪 费 。 瘤胃 微生物 (主要 包括 细菌 和 原虫) 分 泌 的 


酶 把 蛋白 质 水 解 成 多 肽 、 二 上 肽 或 三 肽 后 继续 被 水 解 成 氨基 酸 ， 最 终 被 发 酵 成 氨氮 中。 瘤胃 原 
虫 长 期 以 来 都 被 认为 是 脱 氨基 作用 的 积极 参与 者 和 瘤胃 所 代谢 低 效率 的 主要 原因 B5。 有 研 
究 报 道 , 瘤胃 纤毛 虫 合成 蛋白 质 时 对 氢 基 酸 的 需求 取 雇 于 其 摄取 的 细菌 ， 而 不 利用 氨 (NH;) 
作为 扼 源 &9。 研 究 表明 ， 有 具有 原虫 的 瘤胃 内 氨氮 浓度 是 去 原虫 的 瘤胃 内 氢气 浓 度 的 2 0, 


原虫 细胞 
效率 高 于 细菌 的 原 


由 提 物 中 氨基 酸 脱 氨基 酶 的 活力 至 少 是 细菌 的 3 倍 0 中 。 目 前 ， 对 于 瘤胃 原虫 产 氨 


响 反 刍 家 冀 饲 粮 蛋 


代谢 相关 的 蛋白 酶 〈 使 蛋 


移 及 生成 氨基 酸 ) 和 谷 氨 酸 脱 氧 酶 (glutamate dehydrogenase,GDH ) [催化 氨基 酸 脱 氮 及 利用 


白质 降 


解 的 重要 因素 , 本 试验 探讨 了 瘤 骨 细菌 和 原虫 细胞 中 与 蛋白 质 分 解 
质 水 解 为 肽 或 氨基 酸 ) 、 谷 两 转氨酶 、 谷 草 转氨酶 〈 催 化 氨基 转 


A NHH) 合成 氨基 酸 ]4 种 酶 在 瘤胃 内 的 动态 变化 规律 与 酶 促 反 应 动力 学 特性 ， 为 深入 认 
识 绵 羊 瘤胃 细菌 、 原 虫 蛋 白质 分 解 代 谢 特 征 提供 相关 酶 学 依据 。 


1 


1.1 


材料 与 方法 
试验 动物 


本 试验 选用 平均 体重 为 (32.00+1.36) kg. 1 岁 左 右 的 中 国美 利 奴 (新 疆 型 ) 细毛 公 羊 6 


只 ， 在 试验 前 安装 永久 性 瘤胃 瘘管 。 饲 喂 精 粗 比 为 30:70 的 饲 粮 。 每 天 09:00、21:00 各 饲 喂 


1 次 ， 精 料 与 粗 料 (玉米 秸秆 ) 分 2 次 等 量 饲 喂 ， 将 精 料 与 粗 料 混合 后 饲 喂 。 自 由 饮水 。 饲 
粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 


表 1 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of the diet (DM basis) % 
项 目 Items 含量 Content 营养 水 平 Nutrient levels?” 含量 Content 
粉碎 玉米 Ground corn 19.35 干 物质 DM 94.08 
棉籽 粕 Cottonseed meal 9.60 有 机 物 OM 93.07 
食盐 NaCl 0.30 粗 蛋 白质 CP 8.87 


201711.01577v1 


chinaXiv 


72 


73 


HRA CaHPO4 
预 混 料 Premix” 


合计 Total 


玉米 秸秆 Corn stalk 
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0.15 中 性 洗涤 纤维 NDF 57.80 
0.60 酸性 洗涤 纤维 ADF 35.87 
70.00 钙 Ca 0.66 
100.00 磷 P 0.42 


L 每 千克 预 混 料 含有 One kg of premix contained the following: 石粉 limestone 467.2 g，FeSO4 "7H2O 


25.38 g, CuSO4 * 5H20 13.45 g，MnSO4。H2O 12.56 g, VA 5x10°IU, CuSO4 * 5H2O 3.98 g, CoCl2 + 6H20 


0.083 g, KI 0.066 g, Na2SeO3 0.045 go 


2 营养 水 平 为 实际 测定 1 


1.2 样品 采集 与 处 理 


H. Nutrient levels were measured values. 


每 只 羊 每 周 采样 1 次 ， 共 采 3K. ORE TAL AAP a CO) ATA JG 1.5. 3.0. 6.0, 


9. 12.0 h。 抽 取 用 20 目 尼 龙 网 过 滤 的 瘤胃 液 ， 每 个 时 间 点 每 只 羊 抽 取 120 mL AARG M 


中 量 取 100 mL 瘤 骨 液 ， 所 有 羊 的 瘤 骨 液 混合 在 一 起 ， 再 从 中 量 取 480 mL 用 于 分 离 瘤 骨 液 


原虫 、 细 菌 ， 


制备 无 细胞 破碎 提取 物 ， 以 测定 酶 活力 。 


1.3 Aw 


菌 、 原 虫 分 离 和 破碎 


将 混合 瘤 骨 液 480 mL, 150Xg 离心 10 min 后 弃 沉淀 ， 将 上 清 液 650Xsg 离心 20 min, 


将 细菌 和 原虫 分 离 ， 沉 淀 为 原虫 组 分 ， 上 清 液 为 细菌 组 分 。 


将 沉淀 《原虫 组 分 ) 用 4 叱 过 夜 预 冷 的 磷酸 盐 缓冲 液 (25 mL) 溶解 后 ， 低 温 高 速 离心 


机 4°C 650Xg 离心 20 min (重复 2 次 )。 将 上 清 液 〈 细 菌 组 分 ) 10000Xg 离心 20 min, F 


上 清 液 ， 收 集 所 有 沉淀 ， 用 4 °C 过 夜 预 冷 的 磷酸 盐 缓 冲 液 “50 mL) 溶解 后 ， 低 温 高 速 离 心 


a 


机 4 °C 10 000X g 离心 20 min (重复 2 次 )。 之 后 ， 分 别 收集 沉淀 ， 加 入 预 冷 的 生理 盐水 溶 


A, ERB 40 mL， 混 匀 后 破碎 〈 用 超声 波 破碎 机 ， 超 声 破碎 15 min， 功 率 400 W， 超 声 3 


s， 间 隔 $s， 工 作 60 次 , 重复 3 次 )。 破碎 液 经 低温 高 速 离心 机 4°C 10 000 X g 离心 20 min, 


收集 上 清 液 ，-20 °C 保存 ， 测 定 酶 活力 、 谷 氨 酸 脱氧 酶 体系 的 米 氏 常数 (Km) 值 、 谷 氨 酸 和 
AMEA JT Eo 
14 蛋白质 含 量 、 酶 活力 的 测定 


瘤 骨 细菌 、 原 虫 破 碎 液 的 蛋白 质 含 量 测定 参考 张 龙 翔 等 5 的 方法 进行 。 标 准 蛋 白质 为 


“FMLA A Be 


o 


JA AMA 


bal #0 R R EE É 


NE. RARA ARAM A AA NESA 


Palmquist 等 (24 的 方法 进行 


o 分 光 光 度 计 使 用 紫外 可 见 分 光 光 度 计 (754PC), ARE Ob 
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= 1.0 cm)， 水 浴 锅 为 SSW 型 微电脑 电热 恒温 水 槽 〈 上 海 博讯 实业 有 限 
RM STAB (NADH)、 烟 酰胺 脲 嗓 叭 二 核 音 酸 (NAD) 为 Sigma 公司 产品 ， 其 余 均 
国产 分 析 纯 试剂 。 
1.5 ” 瘤 角 液 细 菌 、 原 虫 谷 氨 酸 脱 氧 酶 Kn 值 的 测定 
谷 氨 酸 脱氧 酶 催化 的 脱 氨 反应 为 : 


谷 氨 酸 +NAD 


a- 阴 成 二 酸 +NADH+ 氨 。 


本 试验 分 别 测定 催化 反应 中 谷 氨 酸 脱氧 酶 对 反应 式 中 5 种 物质 的 Km 值 。 


瘤胃 液 细菌 、 原 虫 谷 氨 酸 脱氧 酶 Kn, 值 测 定时 底 物 谷 氨 酸 浓度 分 别 为 2.5、5.0、10.0、 


20.0、40.0 mmol/L; NAD 浓度 分 别 为 0.05、0.10、0.50、1.00、2.00、4.00 mmol/L; NADH 


浓度 分 别 为 0.157、0.313、0.625、0.250、0.500 mmol/L; Q- 酮 戊 二 酸 浓度 分 别 为 1.25、2.50、 


5.00、10.00、20.00 mmol/L; AKEJ 10, 20, 40, 80, 160 mmol/L. SIR EEE AVI Ee HE 


骤 均 与 测定 谷 氨 酸 脱 氢 酶 活力 相同 。 测 定量 


图 ， 将 米 氏 方程 2 侧 取 双 倒数 ， 得 方程 式 : 


1.6 JAK 


法 作 


1/v=Km/ Vmax 1/[S]+1/Vmaxo 


各 底 物 浓度 的 反应 初速 度 ， 


按 Linewaver Burk 


RP: v 为 反应 初速 度 Cmolmin); [5] 为 底 物 浓度 (mol/L); vmax 为 最 大 反应 速度 [moymin]; 


横 轴 截 距 为 - /Km， 纵 轴 截 距 为 /vmax， 用 图 解法 求 出 vmax 和 Km 值 。 


菌 、 原 虫 谷 氮 酸 、 氢 含量 的 测定 


谷 氨 酸 、 氨 含量 采用 酶 法 测定 ， 参 考 吉尔 鲍 特 (3 的 方法 进行 。 测 定 谷 氨 酸 含量 时 ， 谷 


氨 酸 标准 液 的 终 浓度 分 别 为 0、10、25、50、100、200 mmol/L, NAD 的 终 浓 度 为 2 mmol/L, 


加 入 谷 氮 酸 脱氧 酶 100 U， 反 应 总 体积 为 3 mL; 混 匀 后 置 于 37 °C 水 浴 40 min， 取 出 后 于 紫 


外 可 见 分 光 光 度 计 《754PC〉 上 测 


的 谷 氨 酸 含量 在 标准 浓度 范 


定 340 nm 处 的 吸光 度 值 ， 建 立 标准 


昌 线 ， 调 整 待 测 样品 


围 内 进行 同样 操作 , 测定。 测定 氨 含量 时 ， 氨 标准 液 的 终 浓度 分 


别 为 0、1、2、4、7、10 mmol/L, NADH 的 终 浓度 为 4mmoyL， 加 入 谷 氮 酸 脱氧 酶 100 U, 


反应 总 体积 为 3 mL; 混 匀 后 置 于 37 °C 水 浴 40 min， 取 出 后 于 紫外 可 见 分 光 光 度 计 (754PC ) 
上 测定 340 nm 处 的 吸光 度 值 ， 建 立 标准 曲线 ， 调 整 待 测 样 品 的 氨 含 量 在 标准 浓度 范围 内 进 


但 


同样 操作 ， 测 定 。 


1.7 数据 处 理 
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试验 数据 以 平均 值 + 标准 差 表 示 ， 数 据 统 计 分 析 采 月 
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H SPSS 16.0 软件 进行 单 因素 方差 分 


析 ， 平 均值 的 多 重 比较 采用 Duncan 氏 法 进行 ， 以 独立 样本 + 检验 法 对 细菌 和 原虫 进行 比较 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 AR Sa. MEE É 


从 表 2 可 见 ， 细菌 、 原 虫 破碎 液 中 的 蛋白 酶 、 谷 丙 转氨酶 、 合 草 转氨酶 、 


质 分 解 代谢 主要 相关 酶 活力 的 动态 变化 


FAR 


4 种 酶 的 活力 随 饲 喂 后 时 间 的 延长 均 呈 现 “ 低 - 高 - 低 ” 的 动态 变化 规律 ， 且 除了 细菌 谷 丙 转 氨 
酶 活力 外 均 在 饲 喂 后 1.5 h 达到 最 大 值 ， 在 饲 喂 后 12.0 h 活力 基本 恢复 到 饲 喂 前 0h 的 水 平 。 
各 时 间 点 的 原虫 破碎 液 中 蛋白酶 活力 比 细菌 高 出 近 50%，2 者 差异 极 显 著 〈P<0.01)， 而 原 


虫 破碎 液 中 谷 两 转氨酶 、 谷 草 转 氮 酶 、 谷 所 


极 显 著 (P<0.01)。 


表 2 


绵羊 瘤胃 细菌 、 原 虫 破碎 液 中 蛋 


酸 脱 氢 酶 3 种 酶 的 ; 


ry 


力 几 乎 是 细菌 的 2 倍 ， 差 异 


质 分 解 代 谢 几 种 相关 酶 的 活力 


Table 2 Activities of enzymes related to protein catabolism in rumen bacteria and protozoa crushing liquid of 


组 分 Components 


细菌 


细菌 


细菌 


酶 细菌 


同 列 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<<0.05)， 不 同 大 写字 母 表 示 差 异 极 显著 


Bacteria 


原虫 Protozoa 


Bacteria 


原虫 Protozoa 


Bacteria 


原虫 Protozoa 


Bacteria 


原虫 Protozoa 


sheep (n=3) 

Oh 15h 
49.23+1.738 68.7043.43® 
75.4245.424 103.9144.604 
17.38+1.428 24.56+1.51 
38.76+0.404 54.7142.034 
11.3742.778 20.58+0.69 
23.86+0.374 46.72+2.46^ 

907+65B 1 450+26B 
2 37041474 3 1724994 


同 或 无 字母 表示 差异 不 显 


(P>0.05)。 下 表 同 。 


U/mg prot 
3.0h 
64.63+6.24 
88.49+0.654 
25.08+3.708 
41.87+0.294 
12.21+41.208 
23.86+0.874 
1 4154368 
2 85144294 


6.0h 
56.75+1.948 
84.19+8.274 
21.09+1.208 
42.06+1.694 
9.81+1.068 
18.38+0.674 
1 175488 
2 7574104 


9.0h 
55.44+2.838 
84.02+5.454 
20.3042.338 
40.91+1.124 
7.12+0.158 
19.72+0.824 
1 1584538 
2 608+20* 


(P<0.01), 48 


Values in the same column with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05 ), and 


with different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01), while with the same or no letter 


superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as below. 


2.2 A 


Sma 


菌 、 


从 表 3 


态 变 化 规律 。 饲 喂 后 1.5 h, ANE 


间 点 原虫 破碎 液 谷 氮 酸 念 上 


ry WL, 4 


Fk IE A SI AT IN NAS EL 


EAR SE ABH RS AR Bd PR NY E A ES UT Ot Js PRR 


和 原虫 破碎 液 谷 氨 酸 含量 均 达 到 最 大 值 。 饲 喂 前 、 后 各 时 


EE 均 极 显 著 高 于 引 


lei(P<0.01). 2 


HH bal FO Jet 4 


EIERE 2 E Bl Va MES 


12.0h 

50.48+1.458 
79.03+7.66* 
16.78+0.873 
35.38+0.26^ 
5.75+0.893 

17.53+0.82^ 

1 024+198 

2 443+68^ 


a 


m 
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123 ” 间 的 延长 均 呈 现 先 升 高 后 降低 的 动态 变化 规律 。 饲 喂 后 1.5 h， 细 菌 和 原虫 破碎 液 氨 含量 均 


124 ”达到 最 大 值 。 在 饲 喂 后 1.3h， 原 虫 破 碎 液 氨 含 量 极 显著 高 于 细菌 〈P<0.01)。 在 饲 喂 后 6.0、 


-ai 


125 ”9.0 和 12.0h， 原 虫 破碎 液 氨 含量 显著 高 于 细菌 (P<0.05)。 
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126 表 3 绵羊 瘤胃 细菌 、 原 虫 破碎 液 中 谷 氨 酸 、 氮 含量 
127 Table 3 Contents of glutamate and NH4* in rumen bacteria and protozoa crushing liquid of sheep (n=3) 
128 umol/mL 
项 目 Items 组 分 Components 0h 1.5h 3.0h 6.0h 9.0h 12.0h 
BAR 细菌 Bacteria 85.94+5.768 139.28+3.608 103.29+3.648 90.13+3.068 70.91 +3.25 3 63.81+2.00 B 
Glutamate JR Protozoa 159.02+1.854 171.1142.874 147.9945.424 128.83+2.104 116.97+7.504 95.7343.914 
ae 细菌 Bacteria 5.46+0.10 5.88+0.068 5.53+0.28 4.94+0.20° 4.57+0.22> 4.37+0.15° 
j 原虫 Protozoa 5.88+0.28 6.53+0.414 5.7740.37 5.59+0.18? 5.18+0.19° 4.83+0.12° 
129 23 绵羊 瘤胃 液 细菌 、 原 虫 谷 氨 酸 脱氧 酶 的 Kn 值 比较 
130 按 Linewaver Burk 法 作 图 ， 得 到 结果 如 图 1、 图 2 所 示 。 图 解 计算 出 的 Km HEN Vma 结 
131 ” 果 见 表 4。 从 表 可 见 , RARMAN NAD: 细菌 Km {HN 2.60x107 mol/L, Vmax 为 2.17x104 
132 mol/(L-min); JEE Km HX 1.48x107 mol/L, Vmax 为 6.70x10° mol/(L-min), JEE &i 值 较 小 。 
133 RARAGA: 细菌 Kin TEL 8.41x10° mol/L, Vmax 为 1.35x104 mol/(L-min); 原虫 
134 ”Kn 值 为 4.91x10- mol/L, Vmax 为 1.79x104 mol/(L-min), HE Ki 值 较 小 。 谷 氨 酸 脱氧 酶 对 
135 NADH: 细菌 Ki, 值 为 3.80x108molL，vmax 为 1.89x104 mol/(L- min); 原虫 Kim (EA 2.70x10% 
136 mol/L, Vmax 为 2.73x104 mol/(L-min), EE Kn 值 较 小 。 谷 氨 酸 脱毛 酶 对 a- 酮 上 戊 二 酸 : MWE 


naXiv 


137 Km {4.9 1.16x10° mol/L, Vmax 为 4.00x104 mol/(L-min); 原虫 Km {HN 2.07x10°° mol/L, Vmax 


138 ”为 6.67x104 mol/(L- min), 细菌 Km (AB). FAR AMM A: 细菌 Km (EAN 2.97x10° mol/L, 
139 Vmax AY 3.57x10* mol/(L:min); 原虫 Kn {BN 1.40x10° mol/L, Vmax 为 3.33x104 mol/(L- min), 


140 ”原虫 Km 值 较 小 。 


— 0.020 
141 3 
© 
3 
142 去 
3 
143 
on 
a 
E 
144 £ 
= 
145 一 
146 -15 -10 -5 0 5 10 15 


1/NAD 浓度 1/NAD concentration/(103 L/umol) 
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147 图 1 瘤 骨 细菌 破碎 液 谷 氮 酸 脱 氢 酶 体系 对 NAD 的 Km 值 
148 Fig.l Kmvalue of GDH to NAD in rumen bacteria crushing liquid 
149 = 
T 0.08 
E 
150 E! 
151 E 
on 
5 
152 g 
S 
153 = 
154 : 
-25 -15 -5 5 15 25 
155 1/NAD 浓度 1/NAD concentration/(103 L/umol) 
156 图 2 瘤胃 原虫 破碎 液 谷 氮 酸 脱 氢 酶 体系 对 NAD 的 Km 值 
157 Fig.2 Km value of GDH to NAD in rumen protozoa crushing liquid 
158 表 4 绵羊 瘤胃 液 细 菌 、 原 虫 破碎 液 谷 氨 酸 脱氧 酶 的 Km 值 比较 
159 Table 4 Kmvalues of GDH to NAD in rumen bacteria and protozoa crushing liquid 
o Km 值 Km value/(mol/L) 最 大 反应 速度 Vma/[mol]/(L-min)] 
项 目 Items 
细菌 Bacteria 原虫 Protozoa 细菌 Bacteria 原虫 Protozoa 
RAR Glutamate 8.41x10° 4.91x10° 1.35x104 1.79x104 
HAIG HEAR ENS — 1A NAD 2.60x107 1.48x107 2.17x10*4 6.70x105 
a-Hlel a-ketoglutaric acid 1.16x10° 2.07x10° 4.00x104 6.67x10+ 
所 NH4+ 2.97x10° 1.40x10° 3.57x104 3.33x104 
ERE ARE RIS — AT. NADH 3.80x10% 2.70x10% 1.89x10" 2.73x107 
160 3 讨 论 
161 ”3.1 绵羊 瘤 骨 细菌 、 原 虫 破碎 液 蛋 白质 分 解 代谢 主要 相关 酶 活力 的 动态 变化 


162 本 试验 测定 了 在 饲 粮 精 粗 比 为 30:70 时 ,绵羊 瘤 胃 细 菌 、 原 dd 


破碎 液 在 饲 喂 前 、 后 各 时 


163 ，” 间 点 蛋白 质 分 解 主要 相关 酶 活力 的 变化 。 从 酶 活力 的 动态 变化 来 看 , 瘤胃 细菌 和 原虫 蛋白 酶 、 


164 ”从 两 转 氨 酶 、 谷 草 转氨酶 及 谷 氨 酸 脱氧 酶 的 活力 变化 均 呈 现 先 升 高 后 降低 的 动态 变化 规 得 
上 在 饲 喂 后 1.5h 上 升 至 最 大 值 ， 之 后 绥 慢 降低 。Chen 等 (9 的 研究 表明 ,绵羊 瘤胃 


= 


165 总 


tH 


的 


166 ”上 肽 浓度 随 饲 喂 后 时 间 的 延长 呈现 出 先 升 高 后 缓慢 降低 的 变化 规律 ， 且 在 1.5 h AFRA. 


167 ”上 胃 和 蛋白 质 的 快速 降解 在 采 食 后 1.5 h 左右 达到 最 活跃 的 阶段 ， 这 可 能 导致 小 肽 和 氨基 酸 的 迅 
168 AR 8), EUSA AE PIR OUT FE h, 绵羊 瘤胃 液 氨 态 氨 浓度 在 不 同 饲 粮 间 均 表 


169 “有 相似 的 变化 趋势 ， 采 食 后 1.5~3.0 h 较 高 ， 之 后 逐渐 降低 。 氨 态 氮 浓度 的 变化 规律 表 


现 出 


明 ， 


HAF 
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170 ”在 采 食 后 1.5h， 瘤 骨 中 的 脱 氮 反 应 达到 最 活跃 的 阶段 。 
171 瘤胃 液 中 氨 态 氨 浓 度 受 饲 粮 蛋 白质 含量 的 直接 影响 , 也 与 原虫 数量 和 种 类 有 关 。 饲 粮 蛋 


172 ”白质 含量 高 , 瘤胃 细菌 可 利用 的 乍 白质 底 物 含量 也 增加 ， 生 白 酶 、 谷 丙 转 氨 酶 、 谷 草 转氨酶 
173 ”及 谷 氨 酸 脱 氢 酶 活力 也 随 之 提高 ， 在 瘤胃 液 中 氨 态 氨 浓 度 也 就 逢 高。 瘤胃 原虫 细胞 内 的 这 4 
174 ”种 酶 活力 都 显著 高 于 瘤胃 细菌 ， 去 原虫 能 显著 降低 瘤胃 液 中 氨 态 氮 的 浓度 外 。 本 试验 从 和 蛋白 
175 ” 酶 、 谷 氨 酸 脱 气 酶 、 谷 丙 转 氨 酶 及 谷 草 转氨酶 4 种 酶 活力 的 变化 规律 为 瘤胃 液 中 肽 、 氨 态 氮 
176 ”浓度 的 变化 规律 提供 了 酶 学 理论 依据 。 

177 ”3.2 绵羊 瘤胃 细菌 、 原 虫 破碎 液 谷 氨 酸 脱 氢 酶 反应 体系 Km 值 比较 

178 有 关 瘤 骨 细 菌 、 原 虫 细胞 内 谷 氮 酸 脱氧 酶 反应 体系 从 Km 值 尚未 见 有 报道 。Shino S71 


= 179 研究 显示 ,黄色 短 杆菌 (Brevibacterium fiavum) 谷 氨 酸 脱氧 酶 对 氨 的 Km {EA 3.08 mmol/L, 对 


N 180. RARAHI Km {79 100.00 mmoVL， 对 o- 酮 成 二 酸 的 Km {EN 5.72 mmol/L. Kujo 等 (9 研究 显 
LO 


181 W, RAEI AK (Anaerobic hyperthermophiles) 4 AN jit ABEXt NAD 的 Km 值 为 0.025 


v= 182 mmol/L, HBAR Km 值 为 0.170 mmol/L, Xt NADH 的 Kn (49 0.005 mmoyL， 对 o- 酮 戊 二 


N 183 RHI Kn 值 为 0.066 mmol/L, XAI Kn 值 为 9.700 mmol/L. Newbold 等 09 研 究 表明 ， 大 肠 


184 FF RA A i ST A PRR A BGR, Km EAA 2.33 和 0.71 mmol/L, 对 
185 ，” 谷 氨 酸 的 灯 和 力 较 绊 ，Km 值 为 98.00 mmol/L。 本 试验 中 得 到 的 瘤胃 细菌 破碎 液 中谷 氨 酸 脱 
cc 186 ” 氧 酶 对 反应 底 物 的 Ks 值 的 规律 与 前 人 研究 的 几 种 细菌 的 Km 值 规律 相似 。 综 合 谷 氨 酸 脱 氧 
:三 187 WORDA An 值 的 比较 来 看 ; 1) RTE LL RAE PRE Pe, BISAR, NAD 


O igs 的 K, 值 比 细菌 低 42%-43%， 这 表明 原虫 细胞 内 谷 氨 酸 脱氧 酶 与 谷 所 酸 、NAD:! 的 亲和力 高 


189 ”出 细菌 的 42%~43%, 反应 催化 速度 更 高 , 这 也 是 为 什么 原虫 谷 氨 酸 脱 氧 酶 的 活力 高 于 细菌 ， 


190 ，” 且 产 氮 速度 高 于 细菌 的 重要 原因 之 一 ;细菌 w- 酮 戊 二 酸 的 Ka 值 低 于 原虫 ， 表 明细 菌 谷 氮 酸 
191 ”脱氧 酶 与 o- 酮 戊 二 酸 的 亲和力 更 高 ， 更 有 利于 闭 反 应 谷 氨 酸 的 合成 ,说 明 在 细菌 中 逆反 应 的 
192 ”催化 速度 高 于 原虫 ， 这 也 可 能 导致 细菌 产 氨 效率 低 于 原虫 。2)〉 从 氨 的 利用 角度 看 ， 在 细菌 


193 ”细胞 中 底 物 a- 酮 戊 二 酸 的 Zs 值 为 1.16x10-5 moyL， 低 于 氮 的 2.97x105 mol/L; 原虫 细胞 内 
中 


194 ”的 趋势 与 细菌 相似 。 因 此 ， 在 细菌 、 原 虫 细胞 内 a- 酮 戊 二 酸 的 供应 充足 与 否 是 细菌 、 原 忠 
细胞 内 的 a- 酮 上 戊 二 酸 的 含量 和 如 何 影 


195 ”利用 氮 合 成 重新 氨基 酸 的 主要 限制 步 又， 细菌、 原 


yo 


196 ” 响 氨 基 酸 的 重新 合成 等 问题 需要 进一步 研究 。 


HAFIJ 
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197 饲 粮 精 粗 比 为 30:70 是 反刍 家 畜 一 般 饲 养 中 较为 普遍 的 饲 粮 结构 。 人 饲料 精 粗 比例 影响 瘤 
198 ”上 胃 内 细菌 、 原 虫 的 增殖 和 数量 。 因 此 ， 随 着 精 粗 比 的 增加 ,瘤胃 内 细菌 、 原 虫 数 量 也 会 随 之 


199 ”发 生变 化 ， 细 胞 内 的 酶 活力 也 将 发 生变 化 。 从 谷 氨 酸 脱氧 酶 反应 体系 的 Kw 值 来 说 ， 特 定 酶 
200 ”在 特定 反应 条 件 下 是 酶 的 属性 ， 因 此 ， 谷 氨 酸 脱毛 酶 反应 体系 的 Km 值 并 不 随 底 物 浓度 的 变 
201 ”化 ( 即 饲 粮 精 粗 比 例 ) 而 改变 。 

202 3.3 瘤胃 原虫 细胞 内 可 能 存在 利用 氨 重 新 合成 氨基 酸 的 机 制 
203 原虫 不 能 利用 氢 而 以 吞噬 小 饲料 颗粒 和 细菌 的 形式 获得 氮 源 , “瘤胃 原虫 是 瘤胃 内 的 净 
204 ” 产 氨 者 ”， 这 是 长 久 以 来 对 瘤胃 原虫 氨 代 谢 的 一 个 基本 认定 。 然 而 ，Williams 等 Eo 研究 发 现 ， 


205 ”纤毛 虫 可 以 从 利用 否 喧 菌 壁 中 的 二 氨基 庚 二 酸 合成 赖 氨 酸 , 同时 也 认为 全 毛虫 可 利用 毛重 新 


~ ”206 ”合成 氨基 酸 。 本 试验 测 得 细菌 、 原 虫 破碎 液 底 物 氨 的 Kw 值 分 别 为 2.97x105、1.40x103 mol/L, 


207 ”这 表明 原虫 的 谷 氨 酸 脱 氢 酶 与 氨 的 亲和力 更 高 ， 更 有 利于 原虫 利用 氨 进 行道 反应 合成 氨基 
一 208 ” 酸 ， 并 为 后 续 的 谷 丙 转氨酶 、 谷 草 转 氨 酶 提供 更 多 的 底 物 。 从 氨 的 利用 角度 看 ， 在 细菌 细胞 
209 ”中 底 物 a- 酮 戊 二 酸 的 Kw, 值 为 1.16x10-5 mol/L, IFAH 2.97x105 mol/L; 原虫 细胞 内 的 变 
P= 210 ”化 趋势 与 细菌 相似 。 因 此 ， 在 细菌 、 原 忠 细 胞 内 a- 酮 戊 二 酸 的 供应 充足 与 否 是 细菌 、 原 中 
= 细胞 内 的 RR Wt oe dU 


yo 


211 AA ER = ERR, Aa. J 
Pan E fh 
a 


212 ” 响 氨 基 酸 的 重新 


213 44 论 


214 O 总 体 上 ， 绵 羊 瘤胃 细菌 、 原 虫 中 蛋白 酶 、 谷 氨 酸 脱 氨 酶 、 谷 两 转氨酶 、 谷 草 转氨酶 
© 215 的 活力 在 饲 喂 后 1.5h 达到 峰值 ， 之 后 逐渐 降低 。 
216 O 绵羊 瘤胃 原虫 中 蛋白 酶 、 谷 丙 转氨酶 、 谷 草 转 氨 酶 和 谷 氨 酸 脱氧 酶 的 活力 均 极 显著 


217 高 于 细菌 ， 原 虫 中 蛋白 质 分 解 代谢 更 旺盛 。 
218 © 瘤胃 原虫 中 不 仪 存在 谷 氨 酸 转 氨 机 制 ， 可 能 还 存在 利用 毛重 新 合成 氨基 酸 的 机 制 。 
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Abstract: This study was to conducted to determine enzyme activities related to protein 
catabolism and Km value of glutamate dehydrogenase (GDH) system in rumen bacteria and 
protozoa of sheep, to provide enzymology reference to explain protein catabolism in rumen 
bacteria and protozoa of sheep. Six 1-year-old healthy Chinese merino sheep (Xinjiang type) 
[average body weight was (32.00+1.36) kg] were chosen. The sheep were installed with 
permanent fistula in rumen. Dietary forage to concentrate ratio was 30:70. Rumen fluid was 
collected sequentially before feeding (0 h) and 1.5, 3.0, 6.0, 9.0 and 12.0 h after feeding, 
respectively, which were repeated 3 times. After centrifugation, crushing liquid of rumen 
bacteria and protozoa was prepared to determine the activities of enzymes and Km values of 
GDH system. The results showed as follows: 1) the activities of protease, glutamic-pyruvic 
transaminase (GPT), glutamic oxal(o)acetic transaminase (GOT) and GDH showed an initial 
increase and then a decrease as the feeding time passed by, and generally reached the 
maximum at 1.5 h after feeding in rumen bacteria and protozoa crushing liquid of sheep; the 
contents of glutamate and ammonia (NH4*) contents showed similar tendency. The activities 
of the four enzymes involved in protein metabolism in rumen protozoa crushing liquid were 
significantly higher than those in rumen bacteria (P<0.01). 2) Glutamate content of rumen 
protozoa crushing liquid was significantly higher than that of bacteria (P<0.01). Ammonia 
content of rumen protozoa crushing liquid was significantly higher than that of bacteria at 1.5, 
6.0, 9.0 and 12.0 h (P<0.05 or P<0.01). 3) Km values of GDH to NAD in bacteria and 
protozoa crushing liquid were 2.60x107 and 1.48x107 mol/L, respectively; those to 
glutamate in bacteria and protozoa crushing liquid were 8.41x10° and 4.91x10 mol/L, 
respectively; those to NADH in bacteria and protozoa crushing liquid were 3.80x10° and 
2.70x10°% mol/L, respectively; those to a-oxoglutarate in bacteria and protozoa crushing 
liquid were 1.16x10° and 2.07x10° mol/L, respectively; those to ammonia in bacteria and 
protozoa crushing liquid were 2.97x10° and 1.40x10° mol/L, respectively. The results 
indicate that the activities of protease, GPT, GOT and GDH generally reach the maximum at 


1.5 h after feeding, then gradually decrease in rumen bacteria and protozoa of sheep; 
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meanwhile, the enzyme activities in protozoa are significantly higher than those in bacteria, 
and protein catabolism in protozoa is more active than in bacteria; there is not only a 
transamination mechanism of glutamate, but also a re-using ammonia mechanism for 
synthesis of amino acids in rumen protozoa. 
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